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効であるとの結果が多く報告されている。(Sugiura, 2015) (Min et al., 2014) (Kob
ori et al., 2014) 
-クリプトキサンチン (-CRY)は、キサントフィルに分類されるカロテノイドで
あり、日本の代表的な国産果実であるウンシュウミカン(以下、ミカン)に特徴的に
多く含まれている。(Sugiura, 2015) (Burri, et al., 2015) この -CRYは健康に良い
成分として知られており、様々な病態との関連性が報告されている。(Sugiura, 201
5) -CRYが遺伝子発現を抑えることにより非アルコール性脂肪肝炎を軽減させる
という報告もある。(Kobori, et al., 2014) さらに、近年、我々はモデル動物を用い
た実験的検証により、-CRYの経口摂取が骨粗鬆症の発症を著明に抑制すること
を見出した。 (Ozaki, et al., 2015) 
変形性関節症 (Osteoarthritis, OA)は、加齢や遺伝的要因、あるいは肥満やスポー
ツなどによる膝関節への過度な負荷などにより、関節部の炎症や変形を生じて痛











する根本的治療法は開発されていない。(Tsuda, et al., 2013) (Grace, et al., 2014) 





1.2 データ解析  
各種解析で得られた値は、平均値±標準誤差で表示した。統計学的有意差は、一
元配置分散分析 (One-way ANOVA analysis)後の結果認められた水準間の差を、多
重比較検定のうちの Dunnett post hoc testを用いて検定した。また、独立した 2群
間の差の検定には Student’s t-testを用いた。 
 
1.3 使用機器及び使用薬物  
-クリプトキサンチン (-CRY)は農業・食品産業技術総合研究機構 果樹研究所 
カンキツ研究領域興津拠点 杉浦実先生に御提供いただいた。Tween 80, isopropan
ol, ISOGENは和光純薬工業株式会社 (大阪)より購入した。ddY 系マウスは三協ラ
ボサービス (東京)より購入した。99% EtOH は日本アルコール販売株式会社より
購入した。Pentobarbital は共立製薬株式会社より購入した。3-[4,5]-Dimethylthiazol-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT)は Sigma Chemical Company (St.Louis, MO,
 U.S.A.)より購入した。Entellan New, Aluminium oxide 60は Merck より購入した。
FBS は Equitech-Bio (Ingram, TX, U.K.)より購入した。Trypsin は DIFCO (Detroi
t, MI, U.S.A.)より購入した。Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)は Gib
co BRL (Gaithersburg, MD, U.S.A.)より購入した。Dimethyl sulfoxide (DMSO) は 
SIGMA-ALDRICH (東京)より購入した。5×First-Strand Buffer, Dithiothreitol (DT
T), M-MLV Reverse Transcriptaseは Invitrogen (San Diego, CA, U.S.A)より購入し
た。DNase, RQ1 DNase stop solution, Dual-Luciferase Reporter Assay SystemはPro




1.4 略語表  
Adamts5 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5 
-CRY Beta-cryptoxanthin 
CFA Complete Freund's adjuvant 
DEPC Diethylpyrocarbonate 
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 





EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
FBS Fetal bovine serum 
Il6 Interleukin-6 
MMP-13 Matrix metalloproteinase 13 
MTT 3-[4,5]-Dimethylthiazol-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 
OA Osteoarthritis 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PFA Para formaldehyde 
QOL Quality of life 
RNA Ribonucleic acid 
Tnfa Tumor necrosis factor alpha 
Tween 80 Polyoxyethylene sorbitan monooleate 
mRNA Messenger RNA 














Chapter 2 本論  
 
第 1 章 β-クリプトキサンチン (-CRY)と生活習慣病  






























第 3 節 β-CRY含有水の調製 
 -CRY は水に溶けにくい物質であるため、 -CRYを Tween 80に溶かしたのちに
水道水へ溶かした。 -CRY含有水の濃度は 1 mg/L、10 mg/Lの 2種類で作製した。
Tween 80の生体に対する影響を考慮し、Vehicle群、1 mg/L群、10 mg/L群の全てで 
Tween 80の濃度が 0.5%になるよう調整した。 
 
 第 2 章 β-CRY の変形性関節症予防効果 


















日本国産柑橘類ミカンに豊富に含有される -クリプトキサンチンの OA に対する
予防効果を検討することを目的とする。 
 













術後のマウスに、-CRYを 1 mg/Lおよび 10 mg/Lの濃度で飲水投与した。2日に一
度、飲料水を交換した。8週間連続投与を行い、膝関節部のパラフィン切片を作製し、
Safranin O 染色により、膝関節の OAの進展度を評価し、Osteoarthritis Research So
2 4 6 0 
① 0.5% Tween80 (n=15) (OA)  
② 10 mg/L β-cryptoxanthin in 0.5% Tween80 (OA) (n=15)  




OA (right knee) 







 膝関節部を摘出後、予め冷やしておいた4% PFAに素早く浸漬し、4℃で 1日固定
処理を施した。その後、1週間室温でシェーカーを用いて 0.1 Mの EDTA・2Na溶液
による脱灰処理を行った。この際、3日に1回の頻度で新しい 0.1 Mの EDTA・2Na
溶液に交換を行った。脱灰処理終了後、70% EtOH、80% EtOH、90% EtOH、100% 
EtOH、100% EtOHを用いて順次一晩ずつ脱水処理を行った。脱水処理を終えた組織
サンプルを Xyleneに 30分間浸漬させた。その後、新たな Xyleneを用意し、再度組
織サンプルを 30分間浸漬させた。Xyleneへの浸漬が終わったサンプルは 60℃で温
めたパラフィン溶液にて 30分間ずつ2回浸透処理を行い、包埋した。包埋したブロ
ックから 5 μmの厚さで切片を作製し、以下の染色に用いた。 
[Fig.3] Procedure for Osteoarthritis (OA) model. 
 
2-4 Safranin O 染色 
2-3の方法に準じて作製した切片のスライドガラスを、Xyleneで 3回脱パラフィン
処理をおこない、100% EtOH 2回、95% EtOH、80% EtOH、70% EtOH、滅菌精製
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水 2回の順に 2分間ずつ浸し、水和した。その後、Mayer’s iron hematoxylinで 10分
間核を染色し、0.1% fast greenで 5分間対比染色、1% acetic acidを用いて15秒間の
酸性化を行い、0.1% Safranin Oで 5分間軟骨組織の染色を行った。染色後、70% Et
OH 3回、80% EtOH 2回、95% EtOH、100% EtOH 2回の順に1分間ずつ浸して脱水
し、Xyleneに 3回 3分間ずつ浸したのち、Entellan Newで封入を行った。 
2-5 変形性関節症の進展度評価 
2-4の方法で Safranin O 染色を行った切片を倒立型蛍光位相差顕微鏡 (KEYENCE: 
BZ-X710)により撮影した。撮影した写真をもとに軟骨組織に生じた亀裂や摩耗を目
視で判断し、下記の表を基準として変形性関節症の進展度を評価した。 
Grade Osteoarthritic damage 
0 通常 
0.5 軟骨の変形は生じないが、Safranin O 染色部分が減少する 
1 軟骨の損失は生じないが、線維化が起こる 
2 軟骨が削られる、または、ひびが入って表面に凹凸ができる 
3 軟骨に亀裂が生じる、または摩耗する <  25% 
4 軟骨に亀裂が生じる、または摩耗する 25 – 50 % 
5 軟骨に亀裂が生じる、または摩耗する 50 – 75 % 
6 軟骨に亀裂が生じる、または摩耗する > 75% 
[Fig. 4] Grade of Osteoarthritic damage. 
 
第 3 節 軟骨細胞に対する β-CRY の機能解析 (in vitro) 
3-1 初代軟骨細胞の単離及び培養 
生後 2~5日齢のマウスの肋骨から，軟骨細胞を単離した。採取した軟骨片を 0.3% 
collagenase/DMEM (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)にて 37℃で 60分
間処理した後、余分な組織を取り除いた。その後、再度 0.3% collagenase/DMEM 
(Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)にて 37℃で 6時間処理後，フィルト
レーションを行い、1000 rpmで 3分間遠心した。得られたペレットに DMEM (10%
 FBS を含む)を加え再度 1000 rpmで 3分間遠心し、ペレット状の軟骨細胞を単離
した。 
酵素処理により単離した初代培養軟骨細胞は DMEM (10% FBS を含む)を用いて 
4×104 cells/mLになるように播種した。翌日、1 mM pyrubate, 1 mM cysteine, 50 µ
g/mL ascorbic acid を含む DMEM (10% FBS を含む)にメディウムを交換し、その
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後は 2日に 1回の頻度でメディウムを交換した。培養 7日目に各種assayを行った。 
 
3-2 MTT assay 
7日間培養した軟骨細胞に 0 M、10 M、20 M、25 M、50 M の -CRYを
暴露し、以下の処理を行った。 
-CRYの暴露から 4時間後、メディウムを除去し、PBS で 1度細胞を洗浄した。
その後、0.5 mg/mL MTT (PBSに溶解) を加え、CO2 インキュベーター内で 1時間




ar Devices: THERMO Max Kinetic Microplate Reader) により測定した。 
 
3-3 逆転写反応 
-CRYの暴露から 4時間後、細胞を回収し、ISOGENを用いて total RNAを抽出し
た。細胞から抽出した total RNA 1 gに対し、DNase (1 unit/L) 1 L、10×DNase 
buffer 1 Lを加え、全量が 10 Lになるように DEPC waterを加え、37ºCで 20分間
反応させた。その後 RQ1 DNase stop solutionを 1 L、Oligo(dT)18 Primer (50 M)
 を 1 L、10 mM dNTP mix 3.6 L、DEPC water 4.4 Lを加え、65ºC、5分間加熱
し、すぐに氷冷した。そこに 5×First-Strand Buffer 6 L、0.1 M DTT 3 L、M-ML




3-4 Real time PCR法 
-CRYの軟骨細胞機能に対する影響を検討するため、3-3に準じて初代培養軟骨細




Table 1. List of Primers Used for RT-qPCR 
Genes Upstream (5'-3') Downstream (5'-3') 
Tnfa GTAGCCCACGTCGTAGCAAAC CTGGCACCACTAGTTGGTTGTC 
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Il6 ATTCCAGAAACCGCTATGAA TGCCATTGCACAACTCTTTT 
Il1b GAAATGCCACCTTTTGACAGTG CTGGATGCTCTCATCAGGACA 
Adamts5 CCCAGGATAAAACCAGGCAG CGGCCAAGGGTTGTAAATGG 
Mmp13 AGGCCTTCAGAAAAGCCTTC TCCTTGGAGTGATCCAGACC 
36b4 GAGGAATCAGATGAGGATATGGGA AAGCAGGCTGACTTGGTTGC 
 
 
Real-time PCR用プレート (日本ジェネティクス; FG-1742)に THUNDERBIRDTM 
SYBR qPCR Mix を 5 L、3倍希釈した cDNA 2.5 L、2.5 Mの sense primerおよ
び antisense primerをそれぞれ 0.5 L加え、総量 10 Lになるよう超純水を加えて 
Real-time PCRを行った。得られた Ct値から内部標準 36b4の Ct値を減じて Ctを
得て、PCR産物の量を算出した。 
 
第 4 節 結果 
4-1 体重変化及び飲水量変化 
8週間の飲水量測定の結果、 使用した -CRY の濃度にかかわらず、マウスによ
る飲料水の1日摂取量に有意な変化は観察されなかった。 (Fig. 5A) さらに、 -CR
Y投与は、マウスの体重 (Fig. 5B) 、またはそれらの自発的行動 (データは示さず) 
に影響を与えなかった。 
 
[Fig. 5A, B] (A) Water intake and (B) body weight (vehicle, n=15; β-CRY 1 mg/L, n=15; β-










[Fig.6] Tissue weight. *p < 0.05, (Vehicle vs β-CRY 1 mg/L) and #p < 0.05 (Vehicle vs β-C
RY 10 mg/L), one-way ANOVA post hoc Dunnett test. 
 
4-3 β-CRY投与による OA進展度評価 
Vehicle群と -CRY投与群 (Fig. 7、上部 3パネル)との間で、両群の Sham側にお
ける顕著な形態学的差異はみられなかった。Vehicle群では Sham側と比較して、外
科的誘発 OA側の膝関節部における顕著なSafranin O 染色性の低下が観察された (F
ig. 7)。しかし、-CRYを 1 mg/Lおよび 10 mg/Lで投与した場合、外科的に誘発さ























[Fig. 7] Safranin O staining.  
また、OARSIによって推奨された組織学的採点システムを用いてデータを分析し
た。その結果、すべての -CRY投与群において OA損傷のスコアが有意に低いこと
を示した (Fig. 8)。 
[Fig. 8] OA score (OARSI). ** p <0.01 (cont. vs β-CRY 1mg/mL) ## p <0.001 (cont. vs -
CRY 10mg/mL), significantly different from control value obtained in joint of surgical-induced 





















4-4 軟骨細胞の増殖に対する β-CRYの影響 
β-CRYが初代軟骨細胞の細胞増殖に与える影響を検討するため、MTT還元活性を
指標として β-CRYを最終濃度 0 μM、10 μM、20 μM、25 μM、50 μMとなるよう
に添加した時の分化軟骨細胞の増殖に対する影響を検討した。その結果、MTT還元
活性は β-CRYの曝露濃度に関わらず、変化は見られなかった (Fig. 9A)。  
 
4-5 軟骨細胞の炎症性サイトカイン遺伝子発現の測定 




らに、 β-CRYは軟骨細胞における IL-1β誘導性 Adamts5のmRNA発現を有意に抑制
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(D) Il1b, (E) Adamts5, and (F) Mmp13 (n=10-17). ** p <0.01, significantly different from ea
ch control value obtained in the absence of both IL-1β and β-CRY. # p <0.05, ## p <0.01, s
ignificantly different from the value obtained for cells treated with IL-1β alone. 
 
 第 3 章 β-CRY の神経因性疼痛予防効果 













第 2 節 神経因性疼痛モデルマウスに対するβ-CRYの機能解析 
2-1 腰椎神経切断による神経因性疼痛モデルマウスの作製 
腰椎神経切断による神経因性疼痛モデルマウスは脊髄神経結紮損傷モデル (spinal 
nerve ligation, SNL)ともよばれ、1992 年に Kimと Chungによって報告されたモデ
ルであり，Chungモデルとも呼ばれる (Kim SH. 1992)。モデルマウスは麻酔下のdd
Y雄性マウス (8週齢)の右脚つけ根の背部皮膚切開により腰椎を含めた骨盤部の骨を












[Fig. 10] Protocol for generating spinal nerve ligation model. 
 
2-3 機械刺激による痛みの評価 (Von Frey test) 
モデルマウスの作製から 0、1、3、5、7、14日目に Von frey hair と呼ばれるフィ
ラメントを用いて刺激を加え、急性痛に対する感受性を評価した。疼痛モデル動物
では、慢性疼痛の評価にもなる。 
網の下からマウスの足底に対して垂直に Von frey hairを当てて、針金が曲がるま
で押しつけ、マウスが足をあげる機械刺激の閾値を測定した。 
 
第 3 節 炎症性疼痛モデルマウスに対する β-CRYの機能解析 
3-1 CFA投与による炎症性疼痛モデルマウス作製 
実験は 42日間行い、β-CRY投与開始 14日目に 1回目の CFA投与、28日目に 2回
目の CFA投与を尾根部へ行った。実験に用いた CFAは、結核死菌の完全フロイド












[Fig. 11] Protocol for generating an inflammatory model. 
 
3-2 CFA投与による痛み評価 
モデルマウスに対して 2回目の CFA投与から0、1、3、5、7、14日目に Von frey h
airを用いて刺激を加え、急性痛に対する感受性を評価した。 
網の下からマウスの足底に対して垂直に Von frey hairを当てて、針金が曲がるま
で押しつけ、マウスが足をあげる機械刺激の閾値を測定した。 
 





























第 4 節 結果 
4-1 β-CRY投与による腰椎神経切断モデルの神経因性疼痛緩和効果 
偽手術マウスの Vehicle群および β-CRY投与群において、同側後肢および反対側








[Fig. 13] The paw withdrawal thresholds of (A) sham-operated mice and (B) nerve in
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jury-operated mice. *P<0.05, **P<0.01, significantly different from each value obtaine
d in the contralateral hind paw. #P<0.05, significantly different from the value obtain
ed in the ipsilateral hind paw of Vehicle-treated mice. 
4-2 β-CRY投与による CFA投与モデルの炎症性疼痛緩和効果 
炎症性疼痛モデルマウスの Vehicle群は naïveマウスの Vehicle群と比較すると、31、
33、35、42日目に行った Von Frey testの測定閾値に有意な差が認められた。また、
炎症性疼痛モデルマウスの β-CRY投与群も naïveマウスの β-CRY投与群と比較して
33、35、42日目の測定閾値に有意な差が認められた。しかし、炎症性疼痛モデルマ
ウスの Vehicle群と β-CRY投与群を比較しても測定閾値に有意な差は認められなか
った。 (Fig. 14) 
 
[Fig. 14] The paw withdrawal thresholds of naïve mice and CFA-treated mice. *P<0.05, **P<

















































あたり 1 mg/L β-CRY溶液をおよそ 5 mL飲水することが確認されている。したが
って、1日あたりおよそ 9.0 nmolの β-CRYを摂取することが考えられる。他方、神
経因性疼痛の検討においては、マウスは 1日あたり 10 mg/L β-CRY溶液をおよそ 7
 mL飲水することが確認されている。したがって、1日あたりおよそ 127 nmolの β-
CRYを摂取することが考えられる。長期間に渡る β-CRYの豊富な食品の摂取は、血
中の β-CRY濃度を徐々に上昇させることが、ヒトや実験動物において報告されてい
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